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3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



2-4, 6, 9-11 



1, 5, 7-8, 12 



1-12 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



The applicant's observations were duly considered. 
1. Reference is made to the following documents: 

Dl: DATABASE WPI Section Ch, Week 197413 Derwent 

Publications Ltd., London, GB ; Class D12, AN 1974- 
23535V XP002140617 & JP A 48 022661 (MATSUKURA K) , 
23 March 1973 (1973-03-23) 

D2 : DATABASE WPI Section Ch, Week 199521 Derwent 

Publications Ltd., London, GB ; Class B04, AN 1995- 
158876 XP002140618 & JP A 07 082132 (MIKIMOTO 
SEIYAKU KK) , 28 March 1995 (1995-03-28) 

D3 : PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, Vol. 1995, No. 07, 31 

August 1995 (1995-08-31) & JP A 07 102252 (MIKIMOTO 
PHARMACEUT CO LTD), 18 April 1995 (1995-04-18) 

D4 : DATABASE WPI Section Ch, Week 199846 Derwent 

Publications Ltd., London, GB ; Class B04, AN 1998- 
537367 XP002140619 & JP A 10 236941 (NOEVIR KK) , 8 
September 1998 (1998-09-08) 

Novelty - PCT Article 33(1) and (2) 

2. Claims 1, 5, 7-8 and 12 are not novel for the 
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following reasons : 

2.1 Dl describes the preparation of an oyster flesh 
enzymatic hydrolysate (proteinase) . There is no 
technical difference between the hydrolysate in Dl 
and that of Claims 1, 5, 7-8 and 12 of the present 
application . 

Dl does not mention the use of said hydrolysate for 
preparing a composition for eliminating free 
radicals . 

Nevertheless, the fact that the composition has free 
radical eliminating activity is a mere observation 
of the activity of said composition, and is not 
technically different from that of Dl . 

Claims 1, 5, 7-8 and 12 do not meet the conditions 
under PCT Article 6 in that the object for which 
protection is sought is not clearly defined. The 
claims attempt to define this object by the result 
to be obtained, which is essentially equivalent to 
stating the fundamental problem that the invention 
is to resolve (obtaining a free radical eliminating 
composition) . The technical properties needed to 
obtain this result and solve this problem are 
absent. Thus, no technical distinction exists 
between the composition in Dl and that of Claims 1, 
5, 7-8 and 12 of the present application. Thus 
defined, Claims 1, 5, 7-8 and 12 are therefore not 
novel per Dl . 

2.2 Claims 2-4, 6, and 9-11 are novel in view of the 
prior art documents cited in the search report. 
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The novel features are: the use of a proteinase from 
among subtilisin, pepsin and trypsin; at least 30% 
of protein hydrolysis; and draining of oyster flesh. 

INVENTIVE STEP - PCT Article 33(1) and (3) 

3 Claims 1-12 do not involve an inventive step for the 

following reasons : 

3.1 The closest prior art document is D2 and/or D3 
(eliminating radicals via oyster mucus enzymatic 
hydrolysate) , either through the documents cited in 
the present application's description (eliminating 
free radicals using lyophilisates and/or aqueous 
oyster flesh extracts) . 

The present application differs from the closest 
prior art in that the enzymatic hydrolysates are 
obtained from oyster flesh. 

The technical result of the present application is 
greater free radical elimination than in previously 
described techniques . 

The objective problem in the present application is 
to provide alternative oyster extracts with free 
radical eliminating properties. 

3.2 In view of Documents D2 and/or D3 , it would have 
been obvious for a person skilled in the art also 
prepare an oyster flesh enzymatic hydrolysate in 
order to obtain a free radical eliminating 
composition, given that the free radical eliminating 
activity of oyster extracts other than enzymatic 
extracts was already well-established (see the 
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description in the present application) and 
enzymatic hydrolysates (of oyster mucus) had already 
been obtained (D2 and/or D3) for the same purpose. 

The enzymatic hydrolysis of oyster flesh is an 
obvious alternative to the known extraction methods 
(aqueous extraction; f reeze-drying) , in the light of 
D2 and/or D3 . 

The use of pepsin, subtilisin, or trypsin is only 
one of the obvious possibilities from which a person 
skilled in the art could choose depending on the 
circumstances and in the light of Dl (use of 
papain) , without being inventive [Claims 2 and 9- 
lld) ] . 

Also, the features of Claims 3, 4 and 6 [as well as 
9b); 9c); 10b) and 10c); lib) and 11c)] are only 
some of the obvious possibilities from which a 
person skilled in the art could choose depending on 
the circumstances, without being inventive, by 
applying simple experimental procedures that are 
routine for a person skilled in the art. 

3.3 Claims 1-12 thus do not involve an inventive step. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

^ the international application as originally filed. 
I j the description, pages 1-18,20-24 as originally filed, 



| j the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



19 



filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



24 October 2001 (24.10.200n 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



j | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

the claims, Nos. 

□ 

the drawings, 



sheets/fig 



3. n This re P ort has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE I NTER NATION a£^I 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

SLhr712/10 



Demande intemationale n° 
PCT/FRO0/O2420 



POUR SUITE A DONNER 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
01/09/2000 



Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
03/09/1999 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
A61K35/56 



Deposant 

INSTITUT FRANCAIS DE RECHERCHE POUR 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S || est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 1 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 

II 

111 

IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



S Base du rapport 

□ Priorite 

□ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

□ Absence d'unite de I'invention 

S Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

□ Certains documents cites 

□ Irregularites dans la demande intemationale 

□ Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

30/03/2001 



Date d'achevement du present rapport 
13.11.2001 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Fayos, C 

N° de telephone +49 89 2399 2180 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse 3 une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-18,20-24 version initiale 

1 9 re?ue(s) avec telecopie du 24/1 0/2001 

Revendications, N°: 

1-12 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de ['administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement & I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vlll t feuille 1) (juillet 1993) 



RAPPORT D^XAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR00/02420 



4. Les modifications ont entrame I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 08 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de Texpose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)): 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 2-4, 6,9-11 

Non : Revendications 1, 5, 7-8, 12 

Activite inventive Oui : Revendications - 

Non: Revendications 1-12 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-12 

Non : Revendications - 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/1PEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/02420 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Les observations du deposant ont ete dument considerees. 
Concernant le point V 

Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventiv t 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a l appui d cett 
declaration 

1- II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : DATABASE WPI Section Ch, Week 1 9741 3 Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class D12, AN 1974-23535V XP002140617 & JP 48 022661 A (MATSUKURA K), 23 

mars 1973 (1973-03-23) 
D2: DATABASE WPI Section Ch, Week 199521 Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 1995-158876 XP002140618 & JP 07 082132 A (MIKIMOTO SEIYAKU 

KK), 28 mars 1995 (1995-03-28) 
D3: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 1995, no. 07, 31 aout 1995 (1995-08-31) & 

JP 07 102252 A (MIKIMOTO PHARMACEUT CO LTD), 18 avril 1995 (1995-04-18) 
D4: DATABASE WPI Section Ch, Week 199846 Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 1998-537367 XP002140619 & JP 10 236941 A (NOEVIR KK), 8 

septembre 1998 (1998-09-08) 



NOUVEAUTE - Art. 33 (1) et (2) PCT 

2- Les revendications 1, 5, 7-8 et 12 ne sont pas nouvelles pour les raisons 
suivantes: 

2.1- D1 decrit la preparation d'un hydrolysat enzymatique (proteinase) de chair d'huTtre. 
II n'y a pas de difference technique entre I'hydrolysat de D1 et celui des 
revendications 1, 5, 7-8 et 12 de la presente demande. 

D1 ne fait pas reference a I'utilisation dudit hydrolysat pour la preparation d'une 
composition a activite antiradicalaire. 
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Cependant, le fait que la composition aie une activite antiradicalaire est une simple 
observation de I'activite de la dite composition, qui n'est pas techniquement differente 
de celle de D1. 

Les revendications 1, 5, 7-8 et 12 ne satisfont pas aux conditions requises a Particle 
6 PCT, dans la mesure ou I'objet pour lequel une protection est recherchee n'est pas 
clairement defini. Les revendications tentent de definir cet objet par le resultat a 
atteindre, ce qui revient simplement a enoncer le probleme fondamental que doit 
resoudre I'invention (obtenir une composition a activite antiradicalaire). Les 
caracteristiques techniques necessaires pour parvenir a ce resultat et resoudre le 
probleme sont absentes. II n'y a done aucune difference technique entre la 
composition de D1 et celle des revendications 1, 5, 7-8 et 12 de la presente 
demande. Ainsi definies, les revendications 1, 5, 7-8 et 12 ne sont done pas 
nouvelles au vu de D1 . 

2.2- Les revendications 2-4, 6 et 9-11 sont nouvelles au vu des documents de Tart 
anterieur cites dans le rapport de recherche. 

La caracteristique nouvelles sont: I'utilisation d'une protease choisie parmi la 
subtilisine, la pepsine et la trypsine, degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 
30%, et I'operation d'egouttage de la chair d'huTtres. 

ACTIVITE INVENTIVE - Art. 33 (1) et (3) PCT 

3- Les revendications 1-12 ne presentent pas d'activite inventive pour les raisons 
indiquees ci-dessous: 

3.1- L'art anterieur le plus proche est represents par soit D2 et / ou D3 (activite 
antiradicalaire d'hydrolysats enzymatiques de mucus d'huTtres), soit par les 
documents cites dans la description de la presente demande (activite antiradicalaire 
de lyophylisats et / ou d'extraits aqueux de chair d'huTtres). 

La presente demande differe de l'art anterieur le plus proche par le fait que les 
hydrolysats enzymatiques sont obtenus a partir de chair d'huTtre. 
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L'effet technique de la presente demande est I'obtention d'une activite radicalaire 
plus elevee que celles decrites precedemment. 

Le probleme objectif pose dans la presente demande est de fournir des extraits 
d'huTtres alternates ayant une activite antiradicalaire. 

3.2- Au vu de D2 et / ou D3, il aurait ete evident pour I'homme du metier de preparer 
aussi un hydrolysat enzymatique de chair d'huitre, en vue d'obtenir une composition 
antiradicalaire, etant donne que I'activite antiradicalaire d'extraits d'huTtres autres que 
des extraits enzymatiques etait deja bien etablie (voir la description de la presente 
demande) et que des hydrolysats enzymatiques (de mucus d'huTtres) avaient deja 
ete obtenus (D2 et / ou D3) aux memes fins. 

L'hydrolyse enzymatique de chair d'huitre, est une alternative evidente aux precedes 
d'extractions deja connus (extraction aqueuse; lyophilisation), au vu de D2 et / ou D3. 

Utilisation de la pepsine, subtilisine ou trypsine est seulement une des possibilites 
que la personne du metier pourrait choisir, selon le cas d'espece, parmi plusieurs 
possibilites evidentes, au vu de D1 (utilisation de la papame), sans qu'une activite 
inventive soit impliquee (revendications 2 et 9-1 1 d)). 

De meme, les caracteristiques des revendications 3, 4 et 6 (ainsi 9 b) et c), 10 b) et 
c) et 1 1 b) et c)) sont seulement certaines des possibilites que la personne du metier 
pourrait choisir, selon le cas d'espece, parmi plusieurs possibilites evidentes, sans 
qu'une activite inventive soit impliquee, en appliquant de simples procedures 
experimentales de routine pour I'homme du metier. 

3.3- Les revendications 1-12 ne presentent done pas d'activite inventive. 
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(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

SLhr712/10 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02420 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

01/09/2000 


(Date de prior ite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

03/09/1999 


Deposant 

INSTITUT FRANCAIS DE RECHERCHE POUR . . . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base cfune traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| [ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I), 
li y a absence d 'unite de I' invention (voir le cadre II). 



En ce qui concerne le titre, 

fX] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

1 — | le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

I I presenter des observations a I'administration dans un delai cfun mois a compter de la date ©"expedition du present rapport 

de recherche internationale. 

La figure des desstns a publier avec I'abrege est la Figure n° 

j j suggeree par le deposant. |X| Aucune des figures 

□ , , 4 , . ± ^ „ rtesx a publier. 

parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Le Tableau II momre que I'hydrolysat A presente une teneur cn 
sucres totaux superieure a celles rerrouvees dans Ie broyat et dans l'extrait aqueux. Cet 
accroissement est du a la destructuration des tissus provoquee par I'hydrolyse 
enzymatique, permettani ainsi une plus forte solubilisation des sucres. La diminution 
5 de la teneur en proteines solubles que Ton observe entre le broyat et Thydrolysat est 
une consequence de Thydrolyse des proteines natives.. Cette hydro lyse genere une 
quantity importante de peptides et d 'acides amines libres qui reagissent peu avec le 
reactif utilise pour le dosage des proteines solubles (BCA®). Par contre, la teneur en 
matieres minerales ne varie pas entre les trois preparations. 

10 Par ailleurs, il resulte du Tableau II que la teneur en acides amines 

libres de I'hydrolysat A est notablemenc plus elevee que la teneur en acides amines 
libres de l'extrait aqueux d'huitres, cette derniere etant tres proche de cclle retrouvee 
pour le broyat de chair d'huitres, L'augmentation de la quantite d'acides amines libres 
presents dans I'hydrolysat A est directement liee a la rupture des liaisons pepridiques 

15 provoquee par la reaction d'hydrulyse. 

Toutefois, au vu du Tableau EC, il apparalt que la proportion de 
taurine libre, qui est connue pour presenter une activite anti-oxydante, est plus faible 
dans Thydrolysat A que dans l'extrait aqueux d'huitres. En effet, la taurine sous forme 
libre reprcsente 60 ; 66% des acides amines libres dans I'exirait aqueux d'huitres contre 

20 seuiemem 19,25% dans I'hydrolysat A. 

EXEMPLE 5 : Activite bio lofique des hvdrolvsats enEvmatinues de chair 
rf'huTrrg* nht gniis cnnform^ment h Plnventtotl 

L'activite biologique des hydrolysats A et B prepares selon 
Texemple 3 est apprcciee par une scrie d' experimentations visam -k tester ; 

25 - d'une part, Taptitude de ces hydrolysats a inhiber Themolyse 

induitc par ['introduction d'un generateur de radicaux peroxydes, a savoir le 2,2'-azo- 
bis-(2-amidinopropane) dichlorhydrique (AAPH), dans une suspension d'hematies, et 
- d'autre part, i'aptitude de ces hydrolysats a protcger les 
Iipoproteines de basse densite. plus connucs sous la terminoiogie angiaise. "Zcw 

30 Density Lipoproteins" (LDL) contre une oxydation induite par ie cuivre. 
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UTILISATION D'HYDROLYSATS ENZYMATIQUES DE CHAIR 
D'HUITRES POUR LA PREPARATION DE COMPOSITIONS 
ANTIRADICAL AIRES 

La presente Invention se rapporte a Tutilisation d'hydrolysats 
5 enzymatiques de chair d'huitres pour la preparation de compositions antiradicalaires, 
utiles notamment en therapeutique, en dietetique et en cosmetologie. 

Les radicaux libres oxy genes sont des atomes ou des molecules qui 
possedent un electron non apparie au niveau de leur orbitale externe (OH", 0 2 ", ROCT, 
RCT,...). De ce fait, ils sont extremement instables et peuvent reagir avec des 
10 molecules stables telles que des Iipides, des glucides, des proteines ou des acides 
nucleiques, elements fondamentaux des cellules, pour apparier leur electron, reaction 
qui conduit a la formation en chaine de nouveaux radicaux libres. Aussi, sont-ils 
susceptibles de provoquer de graves alterations cellulaires telles qu'une mutation ou 
un vieillissement cellulaire, voire la mort des cellules. 
15 Au niveau cellulaire, des radicaux libres oxygenes se fonnent en 

permanence. Ils peuvent egalement se former au cours des mecanismes de 
detoxication apres exposition a certaines substances ou sous Teffet de radiations. 
Normalement, la production endogene de radicaux libres oxygenes est contrebalancee 
par la presence de systemes de defense representes, d'une part, par des enzymes 
20 (superoxyde dismutases, catalases, glutathion peroxydases) qui interceptent les formes 
actives de l'oxygene, et, d'autre part, par des "piegeurs de radicaux libres" (glutathion, 
acide urique, vitamine C, vitamine A, vitamine E, taurine, ...) qui bloquent les 
peroxydations en chaine des lipides membranaires, en sorte que les organismes n'ont 
pas a en souffrir. 

25 Cependant, de nombreuses situations peuvent entrainer la formation 

excessive de radicaux libres oxygenes : Texposition intense au soleil, Pintoxication par 
certains produits chimiques et certains medicaments, Thyperoxygenation ou la 
reoxygenation brutale de tissus prealablement prives d'oxygene, la survenue d'une 
reaction inflammatoire intense (briilures, infections, ...) ou chronique. Un exces de 

30 radicaux libres oxygenes peut egalement etre lie a une maladie genetique ou a une 
diminution des defenses : immaturite des systemes enzymatiques chez les 
nouveau-nes, vieillissement, deficits alimentaires en vitamines et en oligo-elements 
(selenium, zinc, ...). 
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Quoi qu'il en soit, on impute a un desequilibre entre la production et 
la destruction des radicaux libres oxygenes une responsabilite dans la genese et 
Tentretien d'un certain nombre de pathologies chroniques telles que l'atherosclerose, 
les affections malignes, les pathologies inflammatoires (maladie de Crohn par 
5 exemple) et neurodegeneratives (maladie d r Alzheimer, maladie de Parkinson, ...) ou 
encore le vieillissement, ainsi que de pathologies aigues comme les lesions de 
reperfusion post-ischemique, les briilures, les chocs septiques, les infections virales, 
les etats infectieux graves et les allergies, sans qu'il soit toujours possible de preciser 
si ces radicaux libres sont la cause ou la consequence, ou les deux simultanement, de 

10 la maladie. On comprend, de ce fait, que de tres nombreux travaux visent actuellement 
a mieux apprehender l'implication des radicaux libres oxygenes en physiopathologie et 
a developper des composes ou compositions propres a s'opposer aux effets deleteres 
de ces radicaux libres. 

Des Auteurs (LIVINGSTONE et a/., 1990, FuncU EcoL, 4, 415- 

15 424 ; REGOLI et PRINCIPATO, 1995, AquaL Tox., H, 143-164) ont mis en evidence 
chez les mollusques marins, non seulement la presence de superoxydes dismutases, de 
catalases et de glutathion peroxydases, mais egalement celle d'enzymes anti-oxydantes 
specifiques comme la glyoxalase qui catalyse la detoxification des cetoaldehydes 
formes au cours du stress oxydatif, et les glutathion transferases qui catalysent une 

20 grande variete de reactions de conjugaison du glutathion avec des composes 
xenobiotiques, signant une aptitude de ces organismes a se proteger contre les 
radicaux libres oxygenes. Par ailleurs, des anti-oxydants comme le glutathion, la 
vitamine A, la vitamine E et la taurine, ont ete detectes chez les mollusques marins, et 
se sont montres dans certains cas etre quantitativement proportionnels au stress 

25 oxydatif subi par ces animaux. 

Aussi, est-il apparu que les mollusques marins etaient susceptibles 
de constituer une source de composes antiradicalaires utilisables dans la prevention et 
le traitement des effets nefastes des radicaux libres oxygenes. 

Un certain nombre d 1 Auteurs se sont plus specialement interesses 

30 aux potentiels antiradicalaires d'extraits d'huitres. Notamment : 
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- TAPEERO et TEW (Biomed. & Pharmacother., 1996, £Q, 149- 
153) ont etudie les effets d'un lyophilisat d'huitres denomme JCOE (JAPAN CLINIC 
Oyster Extract) sur la teneur intracellular en hormone stimulant le glutathion (GSH), 
ainsi que sur 1'activite de la glutathion-S-transferase (GST), d'une culture de cellules 

5 HL60. Ce lyophilisat est obtenu en chauffant a 80°C pendant 1 heure de la chair 
d'huitres, puis en soumettant le produit resultant a une centrifugation et en lyophilisant 
le surnageant ainsi recueilli. TAPIERO et TEW ont ainsi mis en evidence une 
augmentation significative de la synthese de la GSH chez les cellules HL60 cultivees 
en presence du lyophilisat, sans toutefois noter de modification significative de 

10 1'activite de la GST. 

- YOSHIKAWA et al. (Biomed. & Pharmacother., 1997, H, 328- 
332) ont montre qu ! un lyophilisat d'huitres JCOE est capable in vitro de pieger les 
radicaux superoxydes et hydroxyles, et de proteger des cellules de la muqueuse 
gastrique de rats contre les effets deleteres du peroxyde d'hydrogene, lorsque ces 

15 cellules sont pretraitees pendant 24 heures par ce lyophilisat. 

- KIMURA et al (Journal of Ethnopharmacology, 1998, 52, 117- 
123) ont montre que des rats nourris avec de l'huile de mais peroxydee et recevant, 
deux fois par jour et par voie orale, un extrait aqueux d'huitres, presentent des taux 
seriques en acides gras libres, triglycerides et peroxydes lipidiques, et un taux 

20 hepatique en cholesterol total moins eleves que ceux observes chez des rats nourris de 
la meme fa?on mais ne recevant pas d'extrait aqueux d'huitres. Par ailleurs, ces 
Auteurs ont mis en evidence la presence, dans cet extrait aqueux, d'une substance 
capable a la fois d'inhiber la lipolyse induite par Tadrenaline et de stimuler la 
lipogenese a partir du glucose dans des cellules adipeuses de rats, et qu f ils ont 

25 identifiee comrae etant de l'adenosine. 

- NOMURA et al. ont propose, dans la Demande de Brevet 
Europeen publiee sous le n° 0 806 465 au nom de JAPAN CLINIC Co. Ltd, de 
preparer une composition anti-oxydante par un procede consistant a ftactionner par de 
Tethanol un extrait aqueux d'huitres prealablement obtenu en chauffant un melange de 

30 chair d'huitres et d'eau a une temperature comprise entre 50 et 90°C pendant 2 a 3 
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heures. Les proprietes anti-oxydantes de la composition ainsi preparee sont mises en 
evidence, dans cette Demande de Brevet, par le biais de tests visant a apprecier son 
aptitude a inhiber in vitro la reaction entre des anions superoxydes produits par un 
systeme enzymatique xanthine-xanthine oxydase et le 5,5-dimethyl-l-pyrrolen-l- 
5 oxyde. 

- DUSSART {Rapport IFREMER : Stage de VIeme Annee, 1997, 
Faculte de Pharmacie, UNIVERSITE DE LILLE II) a realise une etude visant a 
comparer les proprietes antiradicalaires d'extraits aqueux d'huitres prepares en 
melangeant un broyat de chair d'huitres avec de l'eau desionisee, puis en soumettant le 

10 melange resultant a une centrifugation suivie d'une lyophilisation du surnageant, avec 
celles presentees par des extraits d'huitres prepares en soumettant un broyat d'huitres 
uniquement a une lyophilisation. Les resultats de cette etude montrent que, si les deux 
types d'extraits d'huitres ont in vitro un effet protecteur contre les oxydations induites 
d'une part, par un generateur de radicaux peroxydes sur des hematies, et, d'autre part, 

15 par le cuivre sur les lipoproteins de basse densite (LDL), les extraits aqueux d'huitres 
apparaissent presenter le potentiel anti-oxydant le plus interessant. 

II a par ailleurs ete propose, dans les Demandes de Brevets Japonais 
publiees sous les n° 7-082132 et n° 7-102252, d'utiliser dans des compositions 
cosmetiques des hydrolysats prepares a partir de mucus d'huitres, en tant qu'agents 

20 anti-oxydants propres a prevenir le vieillissement cutane et notamment T apparition 
des rides. Ces hydrolysats sont obtenus en centrifugeant ou pressant des huitres, apres 
extraction de leurs coquilles et en eliminant la chair. Le mucus est alors soumis a une 
serie de fractionnements par Fethanol pour le debarrasser du chlorure de sodium qu'il 
renferme, puis a une proteolyse. Dans la Demande de Brevet Japonais n° 7-102252, le 

25 mucus, une fois hydrolyse, est soumis a une operation de dessalage complementaire, 
toujours a Taide d'ethanol, pour diminuer sa coloration. 

Le cout de fabrication de tels hydrolysats est tres eleve, notamment 
en raison des quantites non negligeables d'ethanol mises en jeu lors des operations de 
dessalage et de la necessite de disposer d'installations specifiques et relativement 

30 onereuses qu'impose 1'utilisation de solvants organiques. De ce fait, independamment 
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du point de savoir s'ils presentent une activite antiradicalaire significative, il n'est pas 
souhaitable d'utiliser ce type d'hydrolysats pour la fabrication a une echelle 
industrielle de compositions antiradicalaires, en particulier si ces dernieres sont 
destinees a etre commercialisees en tant que complements alimentaires. 

5 Or, dans le cadre de leurs travaux, les Inventeurs ont constate que 

des hydrolysats d'huitres obtenus en soumettant de la chair d'huitres a Taction d'une 
protease dans des conditions appropriees, presentent de maniere surprenante une 
activite antiradicalaire encore plus elevee que celle observee pour les extraits aqueux 
d'huitres testes par DUSSART dans l'etude precitee, et sont done susceptibles d'etre 

10 avantageusement utilises pour la fabrication de compositions destinees a prevenir ou 
traiter les effets deleteres des radicaux libres oxygenes. 

La presente Invention a done pour objet l'utilisation d'un hydrolysat 
enzymatique d'huitres pour la preparation d'une composition antiradicalaire, cette 
utilisation etant caracterisee en ce que ledit hydrolysat est susceptible d'etre obtenu par 

15 hydro lyse de chair d'huitres au moyen d'une protease. 

Selon une premiere disposition avantageuse de FInvention, 
Fhydrolyse de la chair d'huitres est realisee par une protease choisie parmi la 
subtilisine, la pepsine et la trypsine. En effet, outre que ces proteases ont un cout 
compatible avec une exploitation industrielle de FInvention, elles presentent 

20 l'avantage de faire partie des enzymes dont l'utilisation est autorisee dans de tres 
nombreux pays pour la preparation d'hydrolysats proteiques entrant dans la fabrication 
de complements alimentaires. 

Dans la mesure ou les proteases ne sont pas toutes actives dans les 
memes gammes de pH et de temperature, les conditions de pH et de temperature dans 

25 lesquelles Thydrolyse de la chair d'huitres est effectuee dependent de la protease 
choisie pour realiser cette hydro lyse. 

De preference, ces conditions de pH et de temperature sont telles 
qu'elles permettent d'obtenir une activite optimale de la protease. Ainsi, par exemple, 
Fhydrolyse est conduite preferentiellement a un pH d'environ 8 et une temperature 

30 d'environ 60°C dans le cas de la subtilisine, a un pH d'environ 2 et une temperature 
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d'environ 40°C dans le cas de la pepsine, et a un pH d'environ 8 et une temperature 
d'environ 37°C dans le cas de la trypsine. 

Selon une autre disposition avantageuse de TInvention, l'hydrolyse 
de la chair d'huitres est effectuee pendant un temps suffisant pour que Thydrolysat 
5 presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 30% et, de preference, a 
50%, ce degre d'hydrolyse proteique etant determine par la formule ci-apres (ADLER- 
NISSEN, 1977, Proc, Biochem., 12, 18-23) : 

DH = (h/h total) x 100 

10 

dans laquelle : 

— h total represente le nombre total de liaisons peptidiques presentes dans la chair 
d'huitres au debut de Thydrolyse, tandis que 

— h represente le nombre de liaisons peptidiques hydrolysees au cours de 
15 l'hydrolyse, et est determine par la difference entre le nombre d'extremites 

aminees (ou carboxyliques) libres presentes dans Thydrolysat au terme de 
Thydrolyse (hj et le nombre d'extremites aminees (ou carboxyliques) libres 
presentes dans le broyat au debut de Thydrolyse (ho). 

Au sens de la presente Invention, le debut de l'hydrolyse correspond 
20 au moment ou la protease est mise en contact avec la chair d'huitres, tandis que son 
terme correspond au moment ou Thydrolyse est arretee par inactivation de ladite 
protease, par exemple par denaturation thermique ou par modification du pH. 

Le nombre total de liaisons peptidiques (h total) presentes dans la 
chair d'huitres peut etre obtenu par la difference entre la quantite d'acides amines 
25 totaux (libres + lies) et la quantite d'acides amines libres que renferme cette chair. Ces 
quantites d'acides amines totaux et libres peuvent etre determinees, par exemple au 
moyen d'une trousse telle que celle commercialisee sous la marque WATERS AccQ- 
Tag Chemistry Package® par la Societe WATERS. Le nombre de liaisons peptidiques 
hydrolysees (h) au cours de Thydrolyse est, lui, obtenu par la difference entre la 
30 quantite d'extremites aminees libres (hj presentes dans Thydrolysat au terme de 
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Thydrolyse et la quantite d'extremites aminees libres (h^ presentes dans la chair 
d'huitres au debut de Thydrolyse, lesquelles peuvent etre determinees, par exemple, 
par reaction avec du fluorodinitrobenzene selon le protocole decrit dans Biochem. J., 
45,563, 1949. 

La egalement, le temps qu'il convient de laisser Thydrolyse se faire 
afin d'obtenir un hydrolysat presentant un degre d r hydrolyse proteique au moins egal a 
30% et, de preference, a 50%, depend de la protease choisie pour realiser cette 
hydrolyse, et, pour une meme protease, des conditions de pH, de temperature dans 
lesquelles Thydrolyse est conduite, ainsi que de la dose a laquelle cette protease est 
utilisee, Thydrolyse s'effectuant, en effet, d'autant plus rapidement que la dose de 
protease est plus elevee. 

Selon encore une disposition avantageuse de TInvention, lliydrolysat 
est susceptible d'etre obtenu par un procede comprenant, prealablement a Thydrolyse, 
une operation d'egouttage de la chair d'huitres. Conformement a TInvention, cette 
operation peut etre realisee en laissant simplement les huitres, une fois extraites de 
leurs coquilles, reposer dans un egouttoir, de preference a une temperature comprise 
entre 4 et 8°C pour prevenir toute alteration de la chair, et ce, jusqu'a ce qu'il ne 
s'ecoule plus de liquide dudit egouttoir. 

Selon une disposition preferee de TInvention, Phydrolysat est 
susceptible d'etre obtenu par un procede comprenant, prealablement a Thydrolyse, une 
operation de broyage de la chair d'huitres suivie eventuellement d'une operation de 
dilution dans 1'eau du broyat resultant. 

De maniere particulierement preferee, l'operation de broyage est 
realisee apres une operation d'egouttage de la chair d'huitres. 

Selon encore une autre disposition avantageuse de TInvention, 
Thydrolyse est arretee par denaturation thermique de la protease. 

Selon encore une autre disposition avantageuse de TInvention, 
Thydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un procede qui comprend, de plus, une 
operation de recueil de la phase liquide de Thydrolysat tel qu'il se presente au terme de 
Thydrolyse. Ce recueil, qui est destine a eliminer les differents debris (debris de 
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coquilles, debris membranaires, ...) susceptibles d'etre presents dans cet hydrolysat, 
peut etre realise par toutes les techniques classiquement utilisees pour separer une 
phase liquide d'une phase solide telle que la centrifugation, Tultracentrifiigation, la 
filtration, la microfiltration, ces techniques pouvant etre avantageusement combinees 
entre elles. 

Selon une autre disposition preferee de Tlnvention, Thydrolysat est 
susceptible d'etre obtenu par un precede qui comprend les etapes suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 

b) la dilution du broyat dans de Teau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse du broyat ainsi dilue par de la subtilisine a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 60°C, pendant un temps suffisant pour que 
T hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 

d) Tarret de Thydrolyse par inactivation de la subtilisine, et 

e) le recueil de la phase liquide de Thydrolysat. 

Selon encore une autre disposition preferee de Tlnvention, 
Thydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un precede qui comprend les etapes 
suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 

b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse du broyat ainsi dilue par de la pepsine, a un pH 
d'environ 2 et a une temperature d'environ 40°C, pendant un temps suffisant pour que 
Thydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 

d) Tarret de Thydrolyse par inactivation de la pepsine, et 

e) le recueil de la phase liquide de Thydrolysat. 

Selon encore une autre disposition preferee de Tlnvention, 
Thydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un precede qui comprend les etapes 
suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 
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b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v), et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Phydrolyse du broyat ainsi dilue par de la trypsine, a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 37°C, pendant un temps suffisant pour que 
l'hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 

d) Tarret de lTiydrolyse par inactivation de la trypsine, et 

e) le recueil de la phase liquide de l'hydrolysat. 

De tels hydrolysats enzymatiques d'huitres presentent des proprietes 
antiradicalaires qui, outre d'etre prononcees, sont extremement interessantes puisqu'ils 
s'averent etre capables, non seulement de neutraliser les effets des radicaux libres 
oxygenes produits au cours de reactions de peroxydation, mais egalement d'empecher 
la formation de ces radicaux libres par ce qui apparait etre un mecanisme de chelation 
des metaux comme par exemple le cuivre, qui sont impliques dans la genese desdits 
radicaux libres. 

De plus, ils presentent Favantage de pouvoir etre obtenus par un 
procede simple a mettre en oeuvre et economiquement compatible avec les imperatifs 
industriels, notamment en raison de ce qu'il ne requiere Tutilisation d'aucun solvant 
organique. 

Ces hydrolysats sont done susceptibles d'etre avantageusement 
utilises pour la preparation : 

- de compositions pharmaceutiques destinees a traiter les 
pathologies apparaissant liees a un desequilibre entre la production et la destruction 
des radicaux libres oxygenes telles que precedemment evoquees, 

- de complements alimentaires propres a etre utilises, soit en tant 
qu'adjuvants a un traitement medical, soit a titre preventif, notamment par des 
personnes chez lesquelles il est souhaitable de renforcer les mecanismes naturels de 
defense contre les radicaux libres oxygenes, parce que ces moyens de defense sont 
physiologiquement diminues (personnes agees, personnes souffrant de deficits 
alimentaires en vitamines et oligo-elements, ...) ou parce que ces personnes sont 
amenees a se trouver dans des situations favorisant la formation excessive de radicaux 
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libres oxygenes (exposition intense au soleil, exposition aux produits chimiques, ...), 
ou encore 

- de compositions cosmetiques visant a prevenir ou a traiter le 
vieillissement cutane dont l'origine est en grande partie liee aux radicaux libres 

5 generes au niveau de la peau par les rayonnements ultraviolets. 

A cette fin, ils peuvent etre utilises soit tels quels, c'est-a-dire sous 
forme aqueuse ou eventuellement sous la forme de poudres seches obtenues par 
exemple, par lyophilisation, soit en melange avec des excipients physiologiquement 
acceptables et/ou d'autres substances actives et, notamment, des substances ayant 

10 egalement des proprietes antiradicalaires intrinseques, et capables d'agir de maniere 
synergique (vitamines A, C ou E, par exemple), au sein de formulations plus 
complexes. 

Outre les dispositions qui precedent, l'lnvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront du complement de description qui suit, qui se 
15 rapporte a des exemples illustrant l'activite hydrolytique d'enzymes sur des broyats de 
chair d'huitres, la preparation d'hydrolysats enzymatiques de chair d'huitres ainsi que 
les proprietes biologiques de ces hydrolysats, et qui se refere aux dessins annexes dans 
lesquels : 

- la Figure 1 represente la cinetique de deux hydrolyses conduites 
20 sur des broyats de chair d'huitres avec deux doses differentes de subtilisine ; tandis 

que 

- la Figure 2 represente la cinetique d'une hydrolyse conduite sur 
un broyat de chair d f huitres avec de la pepsine. 

II va de soi, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a 
25 titre d'illustrations de Tobjet de Tlnvention et n ! en constituent en aucune maniere une 
limitation 

PXEMP]LE 1 : Etude de l'activite hvdrolvtique de la subtilisine sur des brovats 
de chair dfhuitres 

Des huitres creuses Crassostrea gigas vivantes, provenant de la 
30 station conchylicole experimentale IFREMER de Bouin (VENDEE - FRANCE), apres 
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extraction de leurs coquilles, sont egouttees sur un tamis metallique pendant 1 heure a 
une temperature comprise entre 4 et 8°C, puis broyees pendant 2 minutes a 

1 000 tr/minute a l'aide d'un Ultra-Turrax® (de puissance maximale egale a 170 W a 

2 000 tr/minute). 

5 Le broyat obtenu, apres une eventuelle conservation a une 

temperature de -20°C et, dans ce cas, une decongelation, est introduit dans un 
reacteur. II est additionne, sous agitation, de 60% (v/m) d'eau desionisee. Puis, on 
introduit dans le reacteur, toujours sous agitation, une dose de 14 UA (unites actives) 
ou de 38 UA de subtilisine (commercialisee sous la marque alcalase® 2.4L par la 

10 Societe NOVO NORDISK) par kg du melange qu'il contient. La temperature du 
reacteur est maintenue a 60°C pendant toute la duree de 1'hydrolyse, soit pendant 4 
heures. L'agitation est egalement maintenue et le pH est regule a l'aide d'un pH-stat de 
maniere a etre constamment a une valeur de 8. 

Au terme des 4 heures d'hydrolyse, l'activite de la subtilisine est 

15 arretee par denaturation thermique de cette derniere, en plafant le melange reactionnel 
dans un bain-marie a 90°C pendant 25 minutes. 

Des echantillons sont preleves dans le reacteur, au moyen d'une 
pompe peristaltique, juste avant que n'y soit introduite la subtilisine (to), puis 15 et 30 
minutes apres rintroduction de cette enzyme dans le reacteur (soit a t 15 et t 30 ), puis 

20 toutes les 30 minutes et ce, jusqu'a l'arret de 1'hydrolyse (soit a t^, ^o, t 120 , t 150 , t l80 , t 2I0 
et t 240 ). Les echantillons qui renferment de la subtilisine sont places dans un bain-marie 
a 90°C pendant 25 minutes de maniere a stopper l'activite de cette derniere. Puis, tous 
les echantillons sont soumis a une centrifugation a 13 000 tr/minute. Les surnageants 
sont filtres sur une membrane de 0,7 (im, puis sur une membrane de 0,16 nm. 

25 L'activite hydrolytique de la subtilisine est appreciee en suivant : 

- d'une part, 1'evolution de la concentration des broyats en 
extremites aminees libres entre t l5 et t 240 , en dosant ces extremites par reaction avec du 
fluorodinitrobenzene, ce suivi permettant d'etablir la cinetique de 1'hydrolyse, et 

- d'autre part, 1'evolution du degre d'hydrolyse proteique (DH) des 
30 broyats entre t l5 et t 240 , ce degre d'hydrolyse proteique etant calcule selon la formule 
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DH = (h/h total) x 100, dans laquelle h total est obtenu par le dosage des acides 
amines totaux et libres presents dans les broyats a l'aide d'une trousse WATERS 
AccQ-Tag Chemistry Package®, tandis que h est determine par le dosage des 
extremites aminees libres presentes dans les echantillons preleves a t I5 , t 30 , jusqu'a 

5 t 240 inclus, par reaction avec du fluorodinitrobenzene. 

La Figure 1 represente la cinetique de Fhydrolyse conduite avec la 
dose de subtilisine de 14UA/kg (■) et celle conduite avec la dose de subtilisine de 
38 UA/kg (❖), les valeurs des concentrations en extremites aminees libres etant 
exprimees en ordonnees et en mM, le temps etant exprime en abscisses et en minutes. 

10 Cette Figure montre que Thydrolyse est plus rapide lorsque la dose 

de subtilisine est augmentee. Ainsi, le plateau est atteint au bout de 90 minutes 
d'hydrolyse pour la dose de 14 UA/kg, et ce delai est reduit a 60 minutes pour la dose 
de 38 UA/kg. Toutefois, la concentration en extremites aminees libres pour laquelle le 
plateau est atteint est similaire pour les deux doses d'en2yme. II en est de meme de la 

15 concentration finale en extremites aminees libres (environ 120 mM). 

Le Tableau I ci-apres presente les valeurs des degres d'hydrolyse 
proteique (DH), exprimees en pourcentages, obtenues pour chacune des doses de 
subtilisine. 

20 



25 



30 
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TABLEAU I 



Temps 


DH (%) 




(minutes) 


14 UA/kg 


38 UA/kg 


15 


14 


30 


23 


31 


60 


34 


46 


90 


45 


48 


120 


47 


51 


150 


50 


51 


180 


47 


56 


210 


54 


54 


240 


54 


58 



Ce Tableau montre que, quelle que soit la dose de subtilisine 
5 utilisee, la vitesse d'hydrolyse diminue lorsque 45% des liaisons peptidiques 
potentiellement hydrolysables ont ete rompues. L'hydrolyse se poursuit toutefois, 
mais de maniere discrete, puisque les valeurs finales du degre d'hydrolyse proteique 
depassent 50%, pour atteindre 54% dans un cas, et 58% dans l'autre cas. 
EXAMPLE 2 : Etude de Tactivite hvdrolvtique d e la pepsine sur des hrovats de 
10 chajr d'huitres 

L'activite hydrolytique de la pepsine sur des broyats de chair 
d'huitres est appreciee en utilisant un protocole operatoire identique a celui utilise dans 
l'exemple 1, a ceci pres que l'hydrolyse est conduite avec une dose de 1% en masse de 
pepsine rapportee a la masse totale du melange broyat/eau desionisee present dans le 
1 5 reacteur, a une temperature de 40°C et a un pH egal a 2. 

La Figure 2 represente la cinetique de l'hydrolyse ainsi obtenue, les 
valeurs des concentrations en fonctions amines libres etant exprimees en ordonnees et 
en mM, le temps etant exprime en abscisses et en minutes. 
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Cette Figure raontxe que 1' hydro lyse s'effectue nettement plus 
rapidement que lorsqu'elle est conduite avec de la subtilisine, meme a la dose de 
38 UA/kg, puisque le plateau est atteint 30 minutes apres 1' introduction de la pepsine 
dans le reacteur. Toutefois, la concentration finale en fonctions amines libres dans 
5 l'hydrolysat, qui se situe aux environs de 120 mM, est tout a fait comparable a celle 
obtenue lorsque l'hydrolyse est conduite avec de la subtilisine. 

EXEMPT 3 : Preparation d'hvdrolvsats enzvmatiques de chair d'huitres par 
utilisation de la subtilisine 

Sur la base des resultats obtenus dans l'etude objet de Pexemple 1, 
10 on prepare deux hydro lysats presentant des degres d'hydrolyse proteique differents - 
qui seront denommes ci-apres respectivement hydrolysat A et hydrolysat B - en 
soumettant deux broyats de chair d'huitres prealablement egouttee a une hydrolyse par 
de la subtilisine. 

Les broyats de chair d'huitres sont prepares et les hydrolyses sont 
15 conduites dans les memes conditions que celles decrites dans 1'exemple 1, en utilisant 

une dose de subtilisine de 38 UA par kg de melange broyat/eau desionisee. 

Pour l'hydrolysat A, l'hydrolyse est arretee 4 heures apres 

l'introduction de l'enzyme dans le reacteur, de maniere a ce qu'il presente un degre 

d'hydrolyse proteique maximal, soit proche de 60%. 
20 Pour l'hydrolysat B, l'hydrolyse est arretee 30 minutes apres 

introduction de l'enzyme dans le reacteur, afin qu'il presente un degre d'hydrolyse 

proteique sensiblement egal a la moitie du degre d'hydrolyse proteique maximal, soit 

d'environ 30%. 

Dans les deux cas, l'activite hydrolytique de la subtilisine est 
25 stoppee en pla?ant les melanges reactionnels dans un bain-marie a 90°C pendant 25 
minutes. Les melanges sont ensuite centrifuges a 4 000 tr/minute. Les sumageants 
sont filtres sur une membrane de 0,7 p.m, puis sur une membrane de 0,16 jam. Les 
hydrolysats ainsi prepares presentent un aspect granuleux de couleur brun-vert. lis 
sont lyophilises et places dans des flacons a -20°C. 
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EXEMPLE 4 : Caracterisation biochimique d ? un hvdrolvsat enzvmatigne de 
chair d'hultres obtenu conformem ent a rinvention 

On realise une etude visant a determiner pour lTiydrolysat A prepare 
selon 1'exemple 3 : 

- sa teneur en matiere seche, 

- sa teneur en matiere minerale, 

- sa teneur en proteines solubles, 

- sa teneur en sucres totaux et en glycogene, ainsi que 

- sa teneur et sa composition en acides amines totaux et en acides 

amines libres, 

et a comparer les resultats avec ceux obtenus, dans les memes conditions, d'une part, 
pour un broyat de chair d'huitres prepare comme decrit dans 1'exemple 1 et d'autre 
part, pour un extrait aqueux d'huitres prepare : 

• en melangeant un broyat de chair d'huitres avec de 1'eau 
desionisee (1/3, v/v) jusqu'a obtenir un melange homogene, puis 

• en soumettant le melange resultant a une centrifiigation a 3000 g 
pendant 20 minutes, et 

• en lyophilisant le surnageant recueilli au terme de cette 

centrifugation. 

La teneur en matiere seche est determinee en pla?ant des 
echantillons de Thydrolysat A a une temperature de 100°C jusqu'a Tobtention d'un 
poids constant (6 heures minimum), et en calculant le pourcentage represente par ce 
poids par rapport au poids initial de ces echantillons. 

La teneur en matiere minerale est determinee en incinerant des 
echantillons de Fhydrolysat A a une temperature de 600°C pendant 12 heures, et en 
calculant le pourcentage represente par le poids du residu par rapport au poids de la 
matiere seche. 

Les proteines solubles sont dosees a l'aide de la trousse 
commercialisee par la Societe PIERCE sous la denomination commercial BCA® 
Protein Assay Reagent. L'albumine bovine est utilisee comme etalon. 
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Les sucres totaux et le glycogene sont doses selon la methode decrite 
par M. DUBOIS et al {Anal Chem., 1956, 28, 350-356). Pour ces dosages, les 
echantillons sont prelablement delipides selon la methode de E. G. BLIGHT et W. J. 
DYER {Can. J. Biochem. Physiol, 1959, 37, 911-917). 

5 La teneur et la composition en acides amines totaux et en acides 

amines libres sont, quant a elles, determinees a l'aide d'une trousse WATERS AccQ- 
Tag Chemistry Package®. Pour le dosage des acides amines totaux, les echantillons de 
Thydrolysat A sont prealablement soumis a une hydrolyse acide, par action d'HCl 6N 
pendant 12 heures, a 110°C et sous vide, tandis que, pour le dosage des acides amines 

10 libres, les echantillons de Thydrolysat A sont prealablement additionnes d'acide sulfo- 
salicilique et centrifuges de maniere a provoquer une precipitation des proteines 
presentes dans ces echantillons. * 

Le Tableau II ci-apres presente les teneurs en matiere seche, en 
matiere minerale, en proteines solubles, en sucres totaux, en glycogene, en acides 

15 amines totaux et en acides amines libres presentees respectivement par Thydrolysat A, 
le broyat d'huitres et Textrait aqueux dTiuitres. 

Les teneurs en matiere seche sont exprimees en pourcentages par 
rapport au poids lyophilise {% p/p) des echantillons, sauf dans le cas du broyat ou la 
matiere seche est exprimee en pourcentage par rapport au poids frais (% p/p*) des 

20 echantillons. Les teneurs en matiere minerale, en proteines solubles, en sucres totaux, 
en glycogene, en acides amines totaux et en acides amines libres sont exprimees en 
pourcentages par rapport aux poids sec (% p/p) des echantillons. 
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TABLEAU II 





Hydrolysat A 


Broyat 


Extrait aqueux 


Matiere seche 


96,23 
(% p/p) 


10,20 
(% p/p*) 


95 
(%P/P) 


Matiere minerale 
(% p/p) 


36,43 


37,33 


37 


Proteines solubles 
(% p/p) 


13,25 


30 


15 


Sucres totaux 
(% p/p) 


8,52 


6,63 


3,7 


Glycogene 
(% p/p) 


1,29 


1 


1,5 


Acides amines 
totaux 


35,1 


36,7 


20,15 


Acides amines Iibres 
(% P/P) 


17,8 


7 


8,10 



Le Tableau III ci-apres presente, lui, les compositions en acides 
5 amines totaux et Iibres de Thydrolysat A, du broyat d'huitres et de Textrait aqueux 
d'huitres. Les teneurs de chaque acide amine sont exprimees en pourcentages par 
rapport au poids total (% p/p) des acides amines presents dans les echantillons. 
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Le Tableau II montre que Thydrolysat A presents une teneur en 
sucres totaux superieure a celles retrouvees dans le broyat et dans Textrait aqueux. Cet 
accroissement est du a la destructuration des tissus provoquee par Fhydrolyse 
enzymatique, permettant ainsi une plus forte solubilisation des sucres. La diminution 

5 de la teneur en proteines solubles que Ton observe entre le broyat et Thydrolysat est 
une consequence de 1'hydrolyse des proteines natives. Cette hydrolyse genere une 
quantite importante de peptides et d'acides amines libres qui reagissent peu avec le 
reactif utilise pour le dosage des proteines solubles (BCA®). Par contre, la teneur en 
matieres minerales ne varie pas entre les trois preparations. 

10 Par ailleurs, il resulte du Tableau II que la teneur en acides amines 

libres de Thydrolysat A est notablement plus elevee que la teneur en acides amines 
libres de Textrait aqueux d'huitres, cette derniere etant tres proche de celle retrouvee 
pour le broyat de chair d'huitres. L'augmentation de la quantite d'acides amines libres 
presents dans 1'hydrolysat A est directement liee a la rupture des liaisons peptidiques 

15 provoquee par la reaction d'hydrolyse. 

Toutefois, au vu du Tableau in, il apparait que la proportion de 
taurine libre, qui est connue pour presenter une activite anti-oxydante, est plus faible 
dans l'hydrolysat A que dans Textrait aqueux d'huitres. En effet, la taurine sous forme 
libre represente 60.66% des acides amines libres dans Textrait aqueux d'huitres contre 

20 seulement 19,25% dans Thydrolysat A. 

E2CEMELE_4: Activite biologique des hydrolysats epzymatiques de chair 
d'huitres obtenus conformement a Plnvention 

L'activite biologique des hydrolysats A et B prepares selon 
Texemple 3 est appreciee par une serie d'experimentations visant a tester : 

25 - d'une part, Taptitude de ces hydrolysats a inhiber Themolyse 

induite par Fintroduction d'un generateur de radicaux peroxydes, a savoir le 2,2'-azo- 
bis-(2-amidinopropane) dichlorhydrique (AAPH), dans une suspension d'hematies, et 
- d'autre part, Taptitude de ces hydrolysats a proteger les 
lipoproteines de basse densite, plus connues sous la terminologie anglaise "Low 

30 Density Lipoproteins" (LDL) contre une oxydation induite par le cuivre. 
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4.1 - Inhibition de Phemolvse induite par TAAPH : 
a) Protocol? : 

5 ml de sang humain sont preleves sur tube EDTA (lequel est 
immediatement place dans de la glace pilee) et centrifuges pendant 10 minutes, a 
5 1 000 g et a 4°C. Le plasma est elimine et les hematies sont lavees 3 fois avec une 
solution de NaCl a 9%o ou avec du tampon PBS (pH 7,4). 200 jal du culot cellulaire 
d'hematies sont ensuite dilues dans 9,8 p.1 de solution de NaCl a 9%o ou de tampon 
PBS. 

Dans un premier temps, la suspension globulaire obtenue est mise en 
10 contact pendant 10 minutes avec les solutions (NaCl 9%o ou PBS) d'hydrolysats A ou 
B dont le volume est calcule de maniere a ce que la solution finale corresponde a 25, 
50 et 100 mg/1. Un echantillon sans hydrolysat constitue le temoin. 

300 fjtl d'une solution d'AAPH ayant prealablement ete mise a 
incuber a 37°C sont alors introduits dans les suspensions d'hematies et I'ensemble est 
15 dispose sous agitation douce au bain-marie pendant 40 minutes. 

Un echantillon de la suspension d'hematies (sans AAPH ou produit) 
est parallelement dispose pendant 1 heure a — 80°C. 

La lyse des hematies est appreciee en mesurant l'activite de la lactate 
dehydrogenase (LDH) a l'aide d'un automate HITACHI® 911. Chaque mesure est 
20 realisee en double. 

L'activite LDH determinee sur les echantillons disposes a -80°C 
correspond a Themoiyse totale des hematies. 

L'activite LDH determinee sur les echantillons ne contenant pas 
d'hydrolysat correspond a la sensibilite des hematies au "stress radicalaire" dans les 
25 conditions experimentales. Cette mesure permet par ailleurs de verifier que les 
conditions experimentales (hemolyse < 100 %) sont convenables pour F etude. 

Pour chaque concentration d'hydrolysat, l'activite LDH est 
comparee a l'activite des echantillons ne contenant pas de produit et exprimee en 
pourcentage d'activite. 
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b) Rgsuliats : 

Le Tableau IV ci-apres presente la moyenne des pourcentages 
dMnhibition (la) obtenus pour des solutions de 25, 50 et 100mg/l d'hydrolysat A et 
d'hydrolysat B. 

TABLEAU IV 



Concentration 
(mg/1) 


la (%) 

Hydrolysat A Hydrolysat B 


25 


38 25 


50 


74 48 


100 


96 98 



Ce Tableau montre que les hydrolysats enzymatiques de chair 
d'huitres obtenus conformement a l'lnvention presentent une aptitude marquee a 
10 inhiber l'hemolyse induite par Introduction d ! un generateur de radicaux peroxydes au 
sein d'une suspension d'hematies - ce qui signifie qu'ils sont capables de neutraliser 
les effets oxydants de ces radicaux peroxydes - puisque la concentration inhibitrice 
50 (IC 50 ) de l'hydrolysat A est comprise entre 25 et 50 mg/1, tandis que celle de 
l'hydrolysat B s'eleve a 50 mg/1. 
15 A titre de comparaison, la concentration inhibitrice 50 (IC 50 ) obtenue 

par DUSSART {ibid) pour un extrait aqueux d'huitres est de 275 mg/1. 

4.2 - Protection des LDL contre une oxvdation induite nar le cuivre : 
a) ProtppQle : 

Les LDL sont preparees a partir de 100 ml de plasma (sang preleve 
20 sur EDTA). Dans un premier temps, les VLDL sont eliminees par ultracentrifugation, 
24 heures a 40 000 g (densite : 1,019). Une seconde ultracentrifugation, 24 heures a 
40 000 g (densite : 1,063) permet Tobtention des LDL. Les LDL sont alors dialysees 
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pendant 24 heures a 4°C mtrc du. campon TRIS-EDTA, aliquotees puis conservees a 
4°C. 

Les LDL (0,2 mg de proteines/ml de solution), prealablement 
dialysees contre du tampon PBS, sont mises a incuber 24 heures a 37°C en presence 
5 de cuivre (oxydant) et en presence ou non des produits etudies. 

Pour chaque etude, 3 determinations sont done realisees 

parallelement : 

- LDL en absence de cuivre (temoin LDL natives), 

- LDL en presence de 5 de sulfate de cuivre (temoin LDL 

10 oxydees), 

- LDL en presence de 5 ixM de sulfate de cuivre et de 
concentrations croissantes des hydro lysats A et B. 

Apres arret de Foxydation par du BHT/EDTA, la solution de LDL 
est dialysee 24 heures a + 4°C et filtree sur membrane "millipore" de 0,2 ^im. 
15 L'effet inhibiteur des hydrolysats vis a vis de Foxydation des LDL 

par le cuivre est quantifie par le dosage de 2 marqueurs de lipoperoxydation : 

- le MDA (malondialdehyde), pour le calcul du pourcentage 

d'inhibition lb, 

- les hydroperoxydes, pour le calcul du pourcentage d'inhibition 

20 Ic. 

. Dosage du MDA 

Le MDA forme avec Facide thiobarbiturique, a chaud et en milieu 
acide, un complexe chromogene fluorescent. Apres extraction par le butanol normal, 
Fintensite de la fluorescence est mesuree a Faide d'un spectrofluorimetre. Les 
25 concentrations de MDA sont determinees au moyen d'une gamme de MDA s'etendant 
de 0,2 a 1 nmole. 

. DQ?agQ de$ hy<jropero^ydes 

Les hydroperoxydes liberent Fiode a partir d'une solution stabilisee 
d'iodure de potassium. L'iode libere est mesure par determination de la densite 
30 optique (DO) a 365nm. 
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La concentration en iode de l'echantillon est ensuite calculee a partir 
du coefficient d' extinction e (=2,46 10 4 , 1cm, 1M) de cet element. 
b)Bisultals : 

Les Tableaux V et VI ci-apres presentent respectivement les 
5 pourcentages d'inhibition (lb) et (Ic) tels qu'obtenus pour des solutions de 25, 50, 100 
et 250 mg/1 d'hydrolysat A et d'hydrolysat B. 

TAPLEAUV 



Concentration 
(mg/1) 


lb (%) 

Hydrolysat A Hydrolysat B 


25 


-9 40 


50 


75 82 


100 


73 86 


250 


86 89 
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TABLEAU VT 



Concentration 




Ic (%) 


(mg/1) 


Hydrolysat A 


Hydrolysat B 




1 A 


/ 1 


50 


100 


100 


100 


100 


100 


250 


100 


100 



Ces Tableaux montrent que les hydrolysats enzymatiques de chair 
d'huitres obtenus confonnement a Tlnvention ont egalement une aptitude prononcee a 
s'opposer a une oxydation des LDL induite par le cuivre, aptitude qui pourrait etre liee 
a un efFet chelateur vis-a-vis des metaux. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un hydrolysat enzymatique d'huitres pour la 
preparation d'une composition antiradicalaire, caracterisee en ce que ledit hydrolysat 
est susceptible d'etre obtenu par hydrolyse de chair d'huitres au moyen d'une protease. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
Thydrolyse est effectuee au moyen d'une protease choisie parmi la subtilisine, la 
pepsine et la trypsine. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterisee en ce que Thydrolyse est effectuee pendant un temps suffisant pour que 
Thydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 30% et, de 
preference, a 50%, ce degre d'hydrolyse proteique etant determine par la formule ci- 
apres : 

DH = (h/h total) x 100 

dans laquelle : 

- h total represente le nombre total de liaisons peptidiques presentes dans la chair 
d'huitres au debut de lliydrolyse, tandis que 

— h represente le nombre de liaisons peptidiques hydrolysees au cours de 
Thydrolyse, et est determine par la difference entre le nombre d'extremites 
aminees libres presentes dans Thydrolysat au terme de lliydrolyse (hj et le 
nombre d'extremites aminees libres presentes dans la chair d'huitres au debut de 
Thydrolyse (ho). 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que Thydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un precede 
comprenant, prealablement a Thydrolyse, une operation d'egouttage de la chair 
d'huitres. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que Thydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un precede 
comprenant, prealablement a lliydrolyse, une operation de broyage de la chair 
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d'huitres suivie eventuellement d'une operation de dilution dans Feau du broyat 
resultant. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que 
F operation de broyage est realisee apres une operation d'egouttage de la chair 

5 d'huitres. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que l'hydrolyse est arretee par denaturation thermique de la protease. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que 1'hydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un procede 

10 comprenant, posterieurement a l'hydrolyse, une operation de recueil de la phase 
liquide de Fhydrolysat. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 3 a 8, 
caracterise en ce que 1'hydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un procede 
comprenant les etapes suivantes : 

15 a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 

b) la dilution du broyat dans de Feau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v) et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) l'hydrolyse du broyat ainsi dilue par de la subtilisine, aunpH 
d' environ 8 et a une temperature d'environ 60°C, pendant un temps suffisant pour que 

20 1'hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 

d) F arret de l'hydrolyse par inactivation de la subtilisine, et 

e) le recueil de la phase liquide de Fhydrolysat. 

10. Utilisation selon Fune quelconque des revendications 3 a 8, 
caracterise en ce que lTiydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un procede 

25 comprenant les etapes suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 

b) la dilution du broyat dans de Feau, dans un rapport broyat/eau 
compris entre 30/70 et 70/30 (m/v) et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 
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c) Phydrolyse du broyat ainsi dilue par de la pepsine, a un pH 
d'environ 2 et a une temperature d'environ 40°C, pendant un temps suffisant pour que 
l'hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 

d) l'arret de l'hydrolyse par inactivation de la pepsine, et 
5 e) le recueil de la phase liquide de Phydrolysat. 

1 1 . Utilisation selon Tune quelconque des revendications 3 a 8, 
caracterisee en ce que l'hydrolysat est susceptible d'etre obtenu par un precede 
comprenant les etapes suivantes : 

a) le broyage de chair d'huitres prealablement egouttee, 
10 b) la dilution du broyat dans de l'eau, dans un rapport broyat/eau 

compris entre 30/70 et 70/30 (m/v) et, de preference, entre 40/60 et 60/40 (m/v), 

c) Thydrolyse du broyat ainsi dilue par de la trypsine, a un pH 
d'environ 8 et a une temperature d'environ 37°C, pendant un temps suffisant pour que 
l'hydrolysat presente un degre d'hydrolyse proteique au moins egal a 50%, 
15 d) l'arret de Thydrolyse par inactivation de la trypsine, et 

e) le recueil de la phase liquide de l'hydrolysat. 

12. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que la composition antiradicalaire est une composition 
pharmaceutique, un complement alimentaire ou une composition cosmetique. 
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